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Полезность биомодели в доклинических исследованиях зависит от полноты знаний о ней. Нечело-
векообразные приматы — единственная из близких к человеку биомоделей, доступных для докли-
нической оценки биотехнологических продуктов. Отсутствие иммуногенетических характеристик 
используемых приматов существенно ограничивает возможности анализа полученных результатов. 
Наличие сведений о гаплотипе главного комплекса гистосовместимости (major histocompatibility 
complex, MHC) повышает ценность биомодели. Генотипирование приматов по локусу MHC путём 
анализа ДНК исключено, поскольку представленность отдельных белков MHC зависит не от их 
присутствия в геноме биомодели, а от уровня экспрессии в клетках. Поэтому генотипирование при-
матов по локусу MHC проводят путём анализа мРНК, кодирующих аллельные варианты белков. 
В представленной работе приведены результаты генотипирования выборки макак-резусов из кол-
лекции Курчатовского комплекса медицинской приматологии с использованием технологии секве-
нирования следующего поколения на секвенаторе IonProton.
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The utility of animal models in preclinical research depends on the completeness of our knowledge about 
these models. Nonhuman primates are the closest animal model to humans, available for preclinical 
evaluation of biotechnological products. The lack of immunogenetic characteristics of the primates used 
in a particular study significantly limits the possibilities of analyzing the results obtained. The availability 
of information about the haplotype of the major histocompatibility complex (MHC) increases the overall 
significance of the model. Genotyping of primates at the MHC locus by DNA analysis is excluded, since 
the representation of individual MHC proteins depends on the level of their expression in immune cells, 
rather than on their presence in the genome. Therefore, the genotyping of primates at the MHC locus 
is  carried out by analyzing mRNA encoding allelic variants of proteins. This work presents the results 
of genotyping of a sample of rhesus macaques from the collection of the Kurchatov Complex of Medical 
Primatology by a next-generation sequencing technology using an IonProton sequencer.
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Введение
Нечеловекообразные приматы (НЧП) яв-

ляются важной биомоделью для оценки 
безопасности и эффективности фармаколо-
гических средств, создаваемых на основе 
биотехнологических разработок. Поэтому 
генотипирование макак по главному ком-
плексу гистосовместимости (major histocom-
patibility complex, MHC) — одно из условий, 
обеспечивающих полноту характеристики 
биомодели. Для коллекций НЧП, имеющих-
ся в России, отсутствуют иммуногенети-
ческие характеристики гаплотипов белков 
главного комплекса гистосовместимости, 
поэтому в ходе доклинических исследова-
ний не могут быть учтены возможные осо-
бенности индивидуального ответа, обуслов-
ленные гаплотипом белков MHC.

Сложность строения и особенности экс-
прессии генов MHC приматов не позволя-

ют использовать методы анализа, пригод-
ные для генотипирования по локусу HLA 
у человека, и диктуют особые требования 
при типировании НЧП [8].

Гены, кодирующие белки MHC, являются 
наиболее полиморфными в геноме позво-
ночных животных. В связи с этим полноцен-
ная интерпретация данных об адаптивном 
гуморальном и/или клеточном иммун-
ном ответе на воздействие новых средств 
при проведении доклинических испытаний 
требует знаний о структуре соответствую-
щих рецепторов MHC, вовлечённых в про-
цессы представления антигенов.

Макаки-резусы (Macaca mulatta) фило-
генетически близки к человеку и активно 
используются при изучении механизмов 
биологической защиты от инфекций и им-
мунного ответа при трансплантации и вак-
цинировании [6]. Различия в локусе MHC 
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у макак-резусов из разных регионов под-
тверждаются результатами генотипирова-
ния популяций животных разного проис-
хождения в коллекциях приматов по всему 
миру. Отличительная особенность MHC 
приматов — наличие «избыточного» коли-
чества генов, кодирующих эти белки. Так, 
у человека гаплотипы генов HLA класса I 
содержат только три главных гена (HLA-A, 
HLA-B и HLA-C) и три минорных (HLA-E, 
HLA-F и HLA-G), а в локусе MHC класса 
I макак в процессе эволюции произошли 
неоднократные сегментарные удвоения, 
поэтому у животных с разными гаплоти-
пами MHC количество генов (Mamu), ко-
дирующих белки MHC, может различаться 
[1]. У макак экспрессируются несколько 
аллелей гена Mamu-A и до 10 вариантов 
Mamu-B. Многие аллели генов MHC I экс-
прессируются на достаточно низких уров-
нях, а иногда вообще не экспрессируются. 
Такая дифференциация может быть достиг-
нута только при наличии надёжного транс-
крипционного контроля [7]. Иммунный от-
вет на патогены происходит только за счёт 
тех аллелей MHC, которые экспрессиру-
ются на самом высоком уровне. Анализ 
транскрипции генов локуса MHC I даёт 
возможность максимально полно охарак-
теризовать биомодель и сравнить с чело-
веком на более высоком уровне по сравне-
нию с теми возможностями, которые даёт 
секвенирование ДНК [2]. Необходимость 
исследований в данном направлении под-
тверждается публикациями последних лет, 
в которых были продемонстрированы воз-
можности использования НЧП для модели-
рования патологических состояний челове-
ка, риск которых возрастает при наличии 
ряда аллельных вариантов HLA класса I, 
например, HLA-B*27 [5]. В работах по мо-
делированию иммунодефицитных состо-
яний, вызываемых у обезьян вирусом SIV 
(simian immunodeficiency virus), показано, 
что наличие аллелей Mamu (A*02, A*08, 
A*11 и B*01, B*03) обеспечивает представ-

ление антигенов, характерных для вари-
антов HLA-B человека, благодаря высокой 
гомологии пептид-связывающих участ-
ков белковых молекул HLA-B (B*18:01, 
B*27:09, B*27:03, B*51:01, B*40:06) и пе-
речисленных вариантов Mamu [3].

Цель работы — разработка метода гено-
типирования локуса MHC I макак-резусов 
на основе анализа результатов секвениро-
вания фрагмента генов Mamu-A и Mamu-B 
с использованием технологии NGS на сек-
венаторе IonProton и частичная характери-
стика популяции макак-резусов из коллек-
ции Курчатовского комплекса медицинской 
приматологии.

Материалы и методы
Источник биоматериала — мононукле-

арные клетки периферической крови, вы-
деленные путём центрифугирования в гра-
диенте р-ра фиколла (1,077 г/см3, «Биолот», 
Россия). Клеточный осадок обрабатывали 
реагентом RNA Later и сохраняли образцы 
при –70°C. Для выделения РНК и очист-
ки от примесей ДНК использовали набо-
ры RNeasy Mini Kit и RNase-Free DNase 
Set (“Qiagen”, Германия), соответственно. 
Образцы кДНК получили с помощью набора 
High-Capacity RNA-to-cDNA Kit (“Applied 
Biosystems”, США) и сохраняли при –70°С.

Целевой регион для секвенирова-
ния  — фрагменты генов Mamu, соответ-
ствующие, в основном, α1-домену белка. 
Амплификацию ген-специфичных участков 
выполняли с использованием праймеров, 
соответствующих консервативным после-
довательностям в пределах локусов MHC 
IA и IB [9]. Размер вставки равен 190 пар 
оснований (п.н.). 

Праймеры (5’-3’): 
F: GCTACGTGGACGACACG 
R: TCGCTCTGGTTGTAGTAGC 
Конструирование библиотек
Амплификацию таргетного участ-

ка выполняли на амплификаторе T100  
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(«Bio-Rad», США) в смеси: 23 мкл реа-
гента Platinum PCR SuperMix High Fidelity 
(«Invitrogen», США), 1 мкл смеси олиго-
нуклеотидов (по  5 пмоль) и 1 мкл кДНК. 
Конечная концентрация каждого олигонук-
леотида — 200 нмоль/л. Для каждого образ-
ца использовали специфический прямой 
праймер с баркодом и одинаковый для всех 
образцов обратный праймер. Все образцы 
на стадии амплификации содержали инди-
видуальную метку из набора баркодов Ion 
Xpress DNA (01-35).

Программа амплификации: инициали-
зация (94°С, 2 мин), затем 40 циклов: де-
натурация (94°С, 15 с), отжиг (55°С, 30 с), 
элонгация (68°С, 30 с). При успешной 
амплификации ПЦР-продукт при элек-
трофорезе в агарозном геле выявлялся 
в виде единственной полосы, соответству-
ющей полинуклеотиду размером 256  п.н. 
Продукты амплификации смешивали 
в соотношениях, близких к эквимоляр-
ным. Полученную смесь очищали на маг-
нитных частицах AMPure XP («Beckman 
Coulter», США), растворяли в воде, сво-
бодной от нуклеаз, и сохраняли при –20°C. 
Молярная концентрация библиотеки, из-
меренная c использованием набора Qubit 
DNA HS Assay Kit на флуориметре Qubit 
2.0 («Life Technologies», США), составила 
43,1 нмоль/л.

Клональную амплификацию и обога-
щение библиотеки кДНК с использовани-
ем набора реагентов Ion PI Template OT2 
200 Kit v3 выполняли на оборудовании Ion 
OneTouch™ 2 System с модулем обогащения 
темплированных микросфер Ion OneTouch 
ES («Life Technologies», США) по прото-
колам производителя. Секвенирование вы-
полнено на секвенаторе Ion Proton с приме-
нением набора реагентов Ion PI Sequencing 
200 Kit v3 и чипов для секвенирования Ion 
PI Chip Kit v2 по протоколу производителя.

При первичной биоинформационной об-
работке выполнена фильтрация прочтений 
по качеству и удаление адаптерных после-

довательностей с использованием Torrent 
Suite Software. В результате получены 
файлы в формате FASTQ, с уникальными 
последовательностями (от 9×105 до 3×106 
для каждого образца), из которых после об-
работки получили по 25–250 тыс. пригод-
ных для анализа прочтений. Фильтрацию 
данных и отбор длинных прочтений из фай-
лов FASTQ проводили с применением ПО 
PRINSEQ. На завершающей фазе анализа 
для выравнивания на референсные по-
следовательности использовали только 
длинные прочтения (180–200 п.н.). Такая 
обработка позволила получить для каждо-
го образца от нескольких десятков до не-
скольких сотен тысяч прочтений, пригод-
ных для генотипирования. Этот «запас 
прочности» необходим для последующего 
эффективного выравнивания полученных 
массивов прочтений при использовании 
выбранной технологии NGS.

В качестве референса использовали по-
следовательности локуса Mamu из базы 
IPD-MHC Database (версия 3.9.0.0) (https://
www.ebi .ac .uk/ ipd/mhc/group/NHP/) . 
Из общей базы нуклеотидных после-
довательностей FASTA отфильтрованы 
только последовательности генов MHC I. 
Референс для локуса Mamu содержал 484 
варианта Mamu-A, 947 вариантов Mamu-B, 
32 варианта Mamu-E, 9 вариантов Mamu-G, 
24 варианта Mamu-F, 110 вариантов 
Mamu-I, 25 вариантов Mamu-J, 3 варианта 
Mamu-K и 155 вариантов Mamu-AG (всего 
1789 последовательностей). Из этого числа 
для выравнивания прочтений после удале-
ния ген-специфичных фрагментов прайме-
ров использовали 602 короткие уникальные 
последовательности (размером ~154 п.н.).

Длинные прочтения в формате FASTQ 
выравнивали на референс при помощи ПО 
STAR, используя настройку, позволяющую 
выравнивать прочтения от начала и до кон-
ца, исключить возможное обрезание про-
чтения, а также запретить несоответствия 
«mismatch» при выравнивании, но без за-
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прета инсерций и делеций. При выравни-
вании прочтения сортировались по коор-
динатам и представлялись в формате BAM. 
Файл индекса генерировался с помощью 
утилит SAMtools. Дублированные прочте-
ния, связанные с «разрешением» инсерций 
и делеций, были удалены с использованием 
утилиты SAMtools.

Визуализацию прочтений и типирование 
аллелей MHC каждого образца выполняли 
с использованием графического средст-
ва просмотра Tablet. Минорные варианты, 
для которых доля прочтений оказалась < 1%, 
были исключены из анализа. В результате 
биоинформационной обработки для каждо-
го примата получены данные о геномном 
варианте MHC I, позволяющие отнести его 
к той или иной аллельной группе.

Для исключения ложноположительных 
результатов проведена оценка специфично-
сти праймеров. Последовательности прай-
меров выравнены на 1789 вариантах MHC 
I локуса Mamu версии 3.9.0.0 IPD-MHC. 
Оказалось, что 79 из 1789 вариантов имеют 
несоответствия на 3’-конце хотя бы одно-
го из праймеров, поэтому амплификация 
ПЦР-продуктов этих вариантов невозмож-
на. К таким вариантам относятся гены 
Mamu-E, Mamu-F и Mamu-J. Кроме того, 
при анализе оказалось, что 174 из 1789 ва-
риантов будут иметь несоответствия 
в зоне посадки праймеров (не на 3’-конце). 
Амплификация ПЦР-продуктов таких вари-
антов также может быть затруднена и при-
ведёт к снижению доли соответствующих 
картированных прочтений. 

Результаты и их обсуждение
Выполнено генотипирование 25 образ-

цов РНК макак-резусов с целью установ-
ления экспрессируемых вариантов генов 
Mamu. Показано, что у этих животных 
экспрессируются от 4 до 12 «мажорных» 
аллельных вариантов MHC I, доля которых 
среди картированных прочтений составля-
ет более 1%. 

Рис. Пример паттерна экспрессии генетических вари-
антов MHC I макак-резусов. Представлены выявлен-
ные генетические варианты MHC I и их доля (в про-
центах от общего числа картированных прочтений) 
у самца 46782.
Fig. Example of an expression pattern of genetic variants 
of MHC I in Rhesus Macaques. The identified MHC I ge-
netic variants and their share (as a percentage of the total 
number of mapped reads) in male 46782 are presented.

В качестве примера результатов геноти-
пирования на рисунке приведена диаграм-
ма распределения вариантов MHC I у одно-
го из исследованных животных.

В исследованных образцах «мажорные» 
варианты представлены генами Mamu-A1 
и Mamu-B. Среди вариантов Mamu-A1 на-
иболее частыми оказались A1*002:01:01 
(13  образцов, 52%) и A1*019/A1*003 
(8 образцов, 32%). Среди вариантов Mamu-B 
наиболее распространёнными оказались 
B*074 (17 образцов, 68%) и B*012:01:01 
(12 образцов, 48%). Наиболее распро-
странённым вариантом Mamu-A1 в изучен-
ной популяции макак-резусов оказался 
вариант A1*002, который является типич-
ным для макак индийского происхождения 
и крайне редок в популяциях макак китай-
ского происхождения [4].

При анализе полученных результатов про-
ведена попытка сравнить наши результаты 
с данными о генотипировании популяций 
макак-резусов из коллекций китайского 
и индийского происхождения [4]. В иссле-
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дованной группе полностью отсутствуют 
животные с вариантами генов Mamu-A, ха-
рактерных для китайских популяций. Это 
наблюдение относится к вариантам A1*009, 
A1*010, A1*027, A1*032 и к целому ряду дру-
гих редких «китайских» вариантов Mamu-A.

Лишь у одного животного — самца 
под номером 37970, в родословной кото-
рого были предки индийского и вьетнам-
ского происхождения, — выявлен вариант 
Mamu-A2*24, для которого имеются све-
дения о распространённости в китайских 
популяциях макак-резусов. К сожалению, 
отсутствие сведений о родительских и пра-
родительских гаплотипах MHC I дальше 
третьего колена не позволяет говорить 
о возможном источнике найденного ва-
рианта. Ещё один вариант, нетипичный 
для индийских популяций, A1*091 — вы-
явлен у двух самцов под номерами 36616 
и 36758. Оба этих животных имеют в ше-
стом и в пятом коленах общего предка ки-
тайского происхождения.

Таким образом, варианты генов Mamu-A, 
выявленные у животных в исследованной 
коллекции, в целом соответствуют имею-
щимся сведениям о распространённости 
вариантов Mamu-A в различных популяци-
ях макак-резусов, опубликованных други-
ми исследователями.

Анализ вариантов генов Mamu-B, опре-
делённых при генотипировании живот-
ных из коллекции, показал, что наиболее 
распространённые варианты Mamu-B*074, 
B*012 и B*057 в исследуемой популя-

ции животных являются типичными 
для животных индийского происхождения 
и по данным публикации [8], при этом 
B*074 и B*057 — редко встречаются сре-
ди животных китайского происхождения, 
а B*012, по данным зарубежных авторов, 
в китайской популяции не выявляется во-
все. Также показано наличие вариантов 
Mamu-B*019, B*022, B*024, B*027, ха-
рактерных для макак индийского проис-
хождения. Ещё один распространённый 
вариант  — Mamu B*046 выявлен у 10 об-
следованных животных (40%).

Варианты Mamu-B, типичные для китай-
ских популяций (B*034, B*086), обнаруже-
ны у животных, для которых подтверждено 
наличие предков из китайской популяции.

Выводы
Полученные в ходе исследования ре-

зультаты подтвердили возможность при-
менения использованной технологии NGS 
для анализа локуса MHC макак, была 
оценена экспрессия вариантов Mamu-A 
и Mamu-B в мононуклеарных клетках пери-
ферической крови животных, включённых 
в исследование.

По мере накопления данных о гаплоти-
пах MHC I нечеловекообразных приматов, 
используемых в доклинических исследо-
ваниях, понадобятся дальнейшие иссле-
дования для анализа роли гаплотипа MHC 
биомодели в реализации иммунного отве-
та при воздействии биотехнологических 
препаратов.
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